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(S)-Hydroxynitrillyase aus Hevea brasiliensis 

Die Durchfuhrung chemischer Reaktionen unter Zuhilfenahme biologischer 
Katalysatoren erlangt zunehmend Bedeutung, vor allem in solchen 
Anwendungsbereichen, in denen die bei Enzymen haufig ausgepragte 
Eigenschaft, bei Reaktionen mit chiralen oder prochiralen Komponenten 
bevorzugt eines der beiden Enantiomeren umzusetzen, genutzt werden kann. 

Eines der verwendeten Enzyme ist die (S)-Hydroxynitrillyase (Hnl) aus Hevea 
brasiiiensis, welche neben der Bildung aromatischer auch die Bildung 
aliphatischer (S)-Cyanhydrine aus den entsprechenden Aldehyden 
beziehungsweise Ketonen mit HCN oder HCN-Donoren katalysiert (EP-A- 
0 632 130). Dies ist insoferne von Bedeutung, als mit anderen (S)- 
Hydroxynitrillyasen, wie beispielsweise jener aus Sorghum bicolor keine 
aliphatischen (S)-Cyanhydrine hergestellt werden konnen (Tetrahedron Letters, 
31: 1249-1252, 1990). 

Die bisher bekannte Hnl wird aus den Blattern der Hevea brasiliensis gemaS 
Selmar (Physiologia plantarum 75: 97-101, 1989) hergestellt und weist eine 
molekulare Masse von 46 kDa auf (J.E. Poulton in: Cyanide Compounds in 
Biology [Ciba Foundation Symposium 140], pp 67-91, 1988). Allerdings ist das 
so isolierte Enzym nicht rein genug, urn spezifische Anti-Hnl Antikdrper zu 
gewinnen oder Aminosauresequenzen des Hnl Proteins zu ermitteln. Alle 
Versuche, reines HNL-Enzym mittels anderer ublicher chromatographischer 
Reinigungsschritte zu isolieren, schlugen fehL Es konnte bei alien Versuchen, 
das Enzym mittels ionenaustausch-Chromatographie durch Natriumchlorid- 
Gradienten-Elution in reiner Form zu gewinnen keine Hnl-Aktivitat im Sauleneluat 
gefunden werden. Dies gelang erst, nachdem anstelle des sonst ublichen 
Natriumchlorid-Gradienten Ammoniumsulfat zur Elution verwendet wurde. 
Gegenstand der Erfindung ist demnach eine (S)-Hydroxynitrillyase in gereinigter 
und isolierter Form. 

Die so isolierte und gereinigte Hnl besitzt eine molekulare Masse von 30 ± 1 
kDa, eine spezifische Aktivitat von 19 lU/mg Protein und beinhaltet folgende 
Aminosaure-Teilsequenzen: 

Teilsequenz 1: ...-ieu-met-giu-val-phe-pro-... 
Teilsequenz 2: ...-gly-ser-leu-phe-gln-asn-... 
Teilsequenz 3: ...-glu-ile-ala-glu-ile-ieu-gln-giu-val-ala 
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Dadurch war es in weiterer Folge moglich, nach reverser Transkription von 
mRNA aus Hevea brastliensis eine cDNA Kopie des />/?/-Gens zu klonieren, die 
folgende Nukleotidsequenz aufweist, wobei die davon fur das Hnl Protein 
abgeleitete Aminosauresequenz darunter angegeben ist und die aus dem Hnl 
Protein ermittelten Teilsequenzen durch unterstreichen gekennzeichnet sind. 

<-43)G AAG AGO ACA TAT CGA TAG TAA AGA GTA AGA TAT CAT CAG AAA 

ILl ^ ™ - _ _ 31/11 

ACC ATA TGC CAC GGT GCA TGG ATT TGG CAC 
thr ile cys his gly ala trp ile trp his 

91/31 

CAC AAG GTT ACT GCA CTG GAC CTT GCA GCA 
his lys val thr ala leu asp leu ala ala 

151/51 

ATT GGC TCA TTT GAT GAG TAT TCT GAA CCC 
ile gly ser phe asp glu tyr ser glu pro 

211/71 

GGG GAA AAG GTG ATT CTG GTT GGC GAG AGC 
gly glu lys val ile leu val gly glu ser 

271/91 

1Z1 XT" "7" T AW ™ A "i" "ir A "i 1 UUT GCT GAT AAA TAC TGT gaa aag att gca gct gct 

cys gly gly leu asn ile ala ile ala ala asp lys tyr cys glu lys ile ala ala ala 

331/111 

GAG CAC TGC CCA TCT TAC GTC GTG GAT AAG 
glu his cys pro ser tyr val val asp lys 

391/131 

ACC ACG TAT TTT ACG TAC ACT AAA GAT GGC 
thr thr tyr phe thr tyr thr lys asp gly 

451/151 

ACG CTT CTG AGG GAA AAT TTA TAT ACC CTT 
thr leu leu arg glu asn leu tyr thr leu 

511/171 
ATG TTG 
met leu 

571/191 
AAG GAA 
lys glu 

631/211 



ATG GCA 
Met ala 


TTC 
phe 


GCT 
ala 


CAT 
his 


61/21 
AAG CTC 
lys leu 


AAA 
lys 


CCC 
pro 


CTC 
leu 


121/41 

AGC GGC GTT 

ser gly val 


GAC 
asp 


CCA 
pro 


181/61 
TTG TTG 
leu leu 


ACG 
thr 


TTC 
phe 


leu 


241/81 
TGT GGA 
cys gly 


GGA 
gly 


CTC 
leu 


AAT 

asn 


301/101 
GTT TTC 
val phe 


CAC 
his 


AAT 

asn 


TCA 
ser 


361/121 
CTC ATG 
leu met. 


GAG 
qlu 


GTG 
val 


TTT 

phe 


421/141 
AAG GAG 
lys glu 


ATA 
ile 


ACT 
thr 


GGA 
gly 


481/161 
TGC GGT 
cys gly 


CCT 
pro 


GAG 
glu 


GAA 
glu 


541/181 
AAT ATT 
asn ile 


TTA 
leu 


GCT 
ala 


AAG 
lys 


601/201 
TAT GTG 
tyr val 


TGG 
trp 


ACC 
thr 


GAC 
asp 


661/221 
AAC TAT 
asn tyr 


AAA 
lys 


CCA 
pro 


GAC 
asp 


721/241 
AAG ACT 
lys thr 


AAG 
lys 


GAG 
qlu 


ATC i 
ile 



TGC GGT CCT GAG GAA TAT GAA CTG GCG AAG ATG TTG ACA AGG AAG GGA TCA TTA TTT CAA 

cys gly pro glu glu tyr glu leu ala lys met leu thr arg lys gly ser leu Phe gin 

541/181 571/191 

AAT ATT TTA GCT AAG CGA CCA TTC TTC ACT AAG GAA GGT TAC GGA TCG ATT AAG AAA ATT 

asn ile leu ala lys arg pro phe phe thr lys glu gly tyr gly ser ile lys lys ile 



691/231 

I GTT TAT AAG GTC GAA GGT GGA GAT CAT AAA TTG CAG CTT ACA 
i val tyr lys val glu gly gly asp his lys leu gin leu thr 

751/251 

rwx rv~o w ^ v, WA ' GAA ATT CTC CAA GAG GTG GCT GAT ACC TAT AAT TGA CTT CTT 

lys thr lys qlu ile ala qlu ile leu gin qlu val ala asp thr tyr asn OPA 
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TGAGGCTTTTTGTTACTATTAAGTATGGGAGCAACTATGAGTTAATAATCTCACATTTTCAAGTGGGAATTAAGTTGTG 

CTAAAATAAAGTTGTTTATTGTGTTGTAATTTTTTTTTCATTTGAAGTGGGACAGTCTCGCACGCTTTCGAGACTCTTT 

ATTTATATATATAATGTAAGTGTGTATTTAAGGGAAAGCTACCCCTATTGTGTAGCTTATCATGCTTTTCTTTGAATCA 
AATAAATAAAACTTATTT 

Die cDNA enthalt den gesamten kodierenden Bereich des W-Gens mit einem 
offenen Leserahmen fur ein Polypeptid von 257 Aminosauren. Die molekulare 
Masse wurde aus der von der ermittelten DNA-Sequenz abgeleiteten 
Aminosauresequenz des kodierenden Proteins mit 29.227 Da errechnet. 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist demnach eine DNA-Sequenz, die fur 
(S)-Hydroxynitrillyase kodiert Oder mit dieser Sequenz im fur Hydroxynitrillyase 
kodierenden Bereich zu uber 85 % identisch ist. Sie wurde durch reverse 
Transkription aus mRNA gewonnen. Die cDNA stellt die Basis fur die Gewinnung 
von Enzympraparationen durch heterologe Expression in verschiedenen 
Wirtsorganismen dar. 

Die vorliegende Erfindung betrifft demnach weiters rekombinante Proteine, 
herstellbar durch heterologe Expression des hnl-Gens (cDNA) aus Hevea 
brasiliensis in geeigneten Mikroorganismen, vorzugsweise in eukaryotischen 
Mikroorganismen. 

Es hat sich insbesondere gezeigt, dafc sich rekombinantes Hnl Protein, das durch 
heterologe Expression des Hevea brasiliensis hnl-Gens (cDNA) in eukaryotischen 
Mikroorganismen, wie etwa in Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris 
hergestellt wurde, deutlich vom naturlichen, aus der Pflanze Hevea brasiliensis 
tsolierten Hnl Protein unterscheidet. Das wesentliche Charakteristikum ist, daS 
die spezifische Aktivitat von solchem rekombinanten Hnl Protein deutlich hoher 
ist als die spezifische Aktivitat des gereinigten naturlichen Proteins aus Hevea 
brasiliensis. Die Unterschiede manifestieren sich auch im elektrophoretischen 
Verhalten der Proteine. Sowohl bei der isoelektrischen Fokussierung als auch bei 
Trennung in nativen Poiyacrylamid Gelen werden die Proteinbanden von 
gereinigten rekombinanten und naturlichen Hnl Proteinen bei unterschiedlichen 
Positionen aufgefunden. Es wird angenommen, daS dieses unterschiedliche 
Verhalten auf in der Pflanze und in den Mikroorganismen nicht ident abiaufende 
post-translationale Modifikationsprozesse zuruckzufuhren ist und daS die hohere 
spezifische Aktivitat des rekombinanten Hnl Proteins auf in eukaryotischen 
Mikroorganismen anders modifizierte Proteinmolekuie zuruckzufuhren ist. 
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Beispiel 1 

Gewinnung von reinem Hnl Protein aus Hevea brasiliensis 

Portionsweise wurden je 8 g Blatter von Hevea brasiliensis (gelagert bei -20 °C 
in 80 ml 20 mM Kaliumphosphat -Puffer pH 6.5 mit einem Omnimixer (10000 
U/min, 1 .5 min) unter Eiskuhlung homogenisiert. Der erhaltene Extrakt wurde 1 
Stunde bei 4 °C gehalten und danach zum Abtrennen der groben 
Zellbestandteile durch Damen-Nylon-Strumpfe filtriert. Das Retentat wurde 
nochmals mit 20 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6.5 gewaschen. Kleine Partikeln 
wurden durch Zentrifugation (40 min, 18000 Upm) entfernt. Dieser so erhaltene 
Proteinrohextrakt wurde in folgender Sequenz chromatographisch gereinigt: 

lonenaustauschchromatoaraphie 

Eine QAE-Sepharose F.F. Saule (XK 16, 21 cm, Pharmacia, Uppsala, Schweden) 
wurde mit Startpuffer I (10 mM Histidin-Schwefelsaure pH 6.5, 10 % Sorbit) 
aquilibriert. Nach der Probenauftragung wurde die Saule mit mindestens 50 ml 
Start-Puffer gewaschen. Zur Elution wurde ein linearer Gradient von 0 bis 0.6 M 
(NH4>2S04 in Startpuffer I verwendet. Fraktionen (10 ml) wurden gesammelt 
und auf Hnl Aktivitat getestet, und Fraktionen mit Hnl Aktivitat gepoolt. 

Hvdroo hobe-lnteraktions-Chromatoaraphie 

Eine Saule (XK 26, 1 1 cm), gepackt mit Phenyl-Sepharose low subsitution, 
(Pharmacia) wurde mit Startpuffer H (0.65 M (NH 4 ) 2 S0 4 in 0.1 M 
Kaliumphosphat-Puffer pH 6.0) aquilibriert. Die vereinigten Hnl Fraktionen der 
lonenaustauschchromatographie wurden auf 25 % (NH 4 ) 2 S0 4 Sattigung 
eingestellt und aufgetragen. Dann wurde die Saule mit 200 ml Start-Puffer 
gewaschen und anschlieBend mit einem fallenden linearen (NH 4 ) 2 S0 4 
Gradienten (in 0.1 M Kaliumphosphat, pH 6.0) eluiert. 10 ml Fraktionen wurden 
gesammelt, auf Hnl Aktivitat getestet, und Fraktionen mit Hnl Aktivitat gepoolt. 

AusschluKchromatoaranhiR 

Eine Biogel P150 Saule (26 x 34 cm, Biorad, Hercules, California) wurde mit 
100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6.5 aquilibriert. Das Volumen der 
Enzymlosung wurde vor dem Auftragen durch Ultrafiltration (AusschluSgrenze 
10000 Da, Amicon Inc., Beverly, MA) reduziert. Die Elution erfolgte mit 100 
mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6.5 bei Raumtemperatur, Fraktionen (6 ml) 
wurden gesammelt. Das so gereinigte Hnl Protein zeigte in der SDS- 
Polyacrylamid Gelelektrophorese nur mehr eine einzige Bande bei einem 
Molekulargewicht von 30 ± 1 kDa und hatte eine spezifische Aktivitat von 
19 lU/mg. 
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Test auf Hnl Aktivitat 

Die Hnl-Enzymaktivitat wurde uber die Bildung von Benzaldehyd aus 
racemischem Mandelsaurenitril bei 25 °C und pH 5.0 verfolgt. 50 jal 
Enzymtdsung wurden mit 900 |il 50 mM Natriumcitrat-Puffer pH 5.0 gemischt 
und der Aktivitatstest durch Zugabe von 100 nl Substratlosung (37.5 mM 
Mandelsaurenitril in 10 mM Natriumcitrat-Puffer pH3.5, taglich frisch hergestellt) 
gestartet. Es wurde die Zunahme der Absorption bei 280 nm (Messung gegen 
Substratlosung ohne Enzym) 5 min lang verfolgt. 1 IU entspricht der 
Enzymmenge, die die Umsetzung von 1 nmoi Benzaldehyd pro Minute aus 
Mandelsaurenitril unter den gegebenen Bedingungen katalysiert. 



Beispiel 2 

Herstellen einer Expressions-cDNA Genbank von Hevea brasiliensis 

mRNA wurde aus jungen Blattern eines 10 Jahre alten Baumes der Gattung 
Hevea brasiliensis aus dem botanischen Garten der Universitat Graz nach 
Standardmethoden prapariert (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular 
Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, New York, 1990). 
Die Herstellung der cDNA Genbank erfolgte unter Verwendung und nach den 
Instruktionen der Unterlagen des "Zap-cDNA Synthesis Kit" sowie des 
"Gigapack II Gold Packaging Extract" (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, 
CA, U.S.A.). 



Beispiel 3 

Isolierung eines rekombinanten Plasmides, dessen exprimiertes Protein mit 
Antiserum gegen Hevea brasiliensis Hydroxynitrillyase immunologisch 
wechselwirkt 

Ca. 100 000 Phagen der cDNA Genbank wurden in einem Immunscreening nach 
Standardmethoden unter Verwendung eines polyklonalen Anti-Hnl-Antiserums 
(Kaninchen) untersucht. Die Visualisierung des spezifisch gebundenen 
Antikorpers erfolgte mit einem auf alkalischer Phosphatase und dem 
chromogenen Substrat NBT (Nitroblue Tetrazolium) / X-Phosphat(5-Bromo-4- 
chloro-3-indolyl phosphat; 4-Toluidin Salz) basierenden Detektionssystem 
(Boehringer Mannheim Biochemica, Mannheim, BRD). Von einem erhaltenen 
positiven Klon wurde das Insert aus der Phagen-DNA nach dem Protokoll "In 
vivo Excision of pBluescript from Uni-Zap XR"(STratagene Cloning Systems, La 
Jolla, CA, U.S.A.) in das entsprechende rekombinante Plasmid umgesetzt 
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Durch Induktion mit 1 mM IPTG irmmtn - ' ? ' U ' S A - } transformiert. 

Wiley-lntersience. New York. 1990) emnom^n Sh ' n ° Assoc ' a,es 

Beispiel 4 

Foster Citv CA U <? a 1 , m J ■ sequencing Kit (Applied Biosystems Inc.. 

ZS« DNA- PCR ilLT, p' mer " nd 40 mB ^NA-Qenbank (« 

2vk, usn 3? ^J^^^^^t^? 2 Volu T aus / CR 

ATG befp^mnn ^ A - Sequ w enz er 9 ab offenen Leserahmen beginnend mit 

ATG be. Posit.on 1 und endend mit einem TGA Stoppkodon bei Position 77 
der fur em Protein von 29.227 Da kodiert. Die GroSe dieses Proteins korrelS 
mit dem erm.ttelten Molekulargewicht der aus Blattern von w L!! 
-solerten Hydroxynitri. Lyase (Hn.,. Die fur ^L^ZI ^LIoITTnT 
Sequenz wurde als hn, Gen (cDNA) von H. brasiliensis festgelegt 
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Beispiel 5 

Herstellung von Hydroxynitriilyase Praparationen durch Uberexpression des H. 
brasiliensis hnl Gens (cDNA) in Escherichia coli 

Aus Grunden der Kloniertechnik wurden neue Restriktionsschnittstellen, Nco\ im 
Bereich des Startkodons (Position 1) und Hind\\\ nach dem Stopkodon (Position 
783), unter Verwendung von Standard PCR Techniken eingefuhrt (Ersatz der 
entsprechenden Regionen durch die PCR Fragmente). Als Matrize diente in 
beiden Fallen DNA des Plasmides pHNL-101. 

3 f Bereich: PCR mit Primer P51-HX 

(CCGCTCGAGAAGCTTCAAAGAAGTCAATTATAG) und Primer P5 1-3.2 
(CACGCTTCTGAGGGAAAAT), Schneiden der DNA aus der PCR mit Xho\ und 
Ce/ll und einklonieren des Fragments in das Plasmid pHNL-101 (Xhol und CelU 
geschnitten). Das entstandene Plasmid wurde pHNL-102 benannt. 
5* Bereich: PCR mit Primer P51-EN (GGAATTCCATGGCATTCGCTCA Ni l) und 
Primer P51-3.1A (CCTCCAAGAACGTCAACAAG), Schneiden der DNA aus der 
PCR mit £coRl und Styl und einklonieren des Fragments in das Plasmid pHNL- 
102 (EcoRI und Styl geschnitten). Das entstandene Plasmid mit der Bezeichnung 
pHNL-103 wurde durch Sequenzierung uberpruft. 

Das Nco\ - Hind\\\ Fragment aus pHNL-103 wurde im letzten Schritt in den E.coli 
Expressionsvektor pSE420 (Invitrogen Corp., San Diego, CA, U.S.A.) kloniert. 
Das erhaltene Plasmid pHNL-200 wurde durch Sequenzierung uberpruft und in 
den E.coli Stamm TopIO" (Invitrogen Corp., San Diego, CA, U.S.A.) 
transformiert. 

Eine entsprechende Transformante wurde in 100 ml 2xYT Medium <10g/l NaCI, 
10 g/l Hefe Extrakt, 16 g/l Bactotryptone), supplementiert mit 100mg/l 
Ampicillin-Na Salz, in einem Schikanen-Schuttelkolben bei 37 °C und 160 Upm 
bis zu einer optischen Dichte von OD600 = 0.5 gezuchtet. Die 
Proteinproduktion wurde durch Zugabe von 1mM IPTG (Isopropyl-p-D- 
thiogalaktopyranosid) induziert und die Kultur nach Zusatz von 1 % Glukose fur 
3 h unter den gleichen Bedingungen weitergefuhrt. Die Zellen wurden 
anschlieBend durch Zentrifugation geerntet und in 4ml AufschluBpuffer (50 mM 
Kaliumphosphat pH 7.4, 1mM EDTA [Ethylendiamintetraacetat], ImM PMSF 
[Phenylmethylsulfonylfluorid], 5% Glycerin) aufgenommen. Der AufschluB der 
Zellen erfolgte unter Eiskuhlung mit einem Uttraschalldesintegrator (Labsonic 
2000, Fa. Braun) mit 45 Watt uber 3 min. Die AufschluBldsung wurde durch 
Zentrifugation fur 15 min bei 27000 g und 4 °C in einem Sorvall SS-34 Rotor 
und einer Sorvall RC-5 Zentrifuge (DuPont Company, Wilmington, Delaware, 
U.S.A.) in losliche und unlosliche Bestandteile aufgetrennt. Die losliche Fraktion 
enthielt Protein mit Hydroxynitriilyase Aktivitat (0.15 U/mg Protein). Eine 
Analyse der Proteine in den loslichen und unloslichen Fraktionen durch SDS 
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Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western Blotting ergab, dais nur etwa 1 % 
des gesamten produzierten heterologen immunreaktiven Hnl Proteins in der 
aktiven loslichen Fraktion vorlag, wahrend 99% des immunreaktiven Hnl 
Proteins in der unloslichen Fraktion in Form von nicht aktiven 
"EinschluBkorpern" zu finden waren. 

Proteine der unloslichen Fraktion wurden durch Zugabe von 20 ml 
Denaturierungspuffer (3.5 M Harnstoff, 0.1M Tris; pH 8.0) solubilisiert und die 
unloslichen Bestandteile durch Zentrifugation (15 min bei 27000 g bei 4 °C) 
entfernt. Die erhaltene Proteinlosung wurde in mehreren Stufen zuerst gegen 
Pufferl (50 mM Kaliumphosphat pH 7.4, ImM EDTA, 1M Harnstoff) und 5 mal 
gegen Puffer 2 (50 mM Kaliumphosphat pH 7.4, 1mM EDTA) bei 4 °C 
dialysiert. Die so erhaltene solubilisierte und renaturierte Proteinpraparation 
zeigte eine spezifische Hnl Aktivitat von 0.8 bis 1.4 lU/mg Protein. 



Beispiel 6 

Herstellung von Hydroxynitrillyase Praparationen durch Uberexpression des H. 
brasiliensis hnl Gens (cDNA) in Saccharomyces cerevisiae 

Aus kloniertechnischen Grunden wurden im Bereich der Hind\\\ 
Restriktionsschnittstelle des Plasmides pHNL-103 zwei neue Schnittstellen 
(EcoRI, BamH\) durch Ligation des mit Hind\\\ linearisierten Plasmides mit dem 
Adaptor B/E (AGCTTGAATTCGGATCC; AGCTGGATCCGAATTCA) eingefuhrt. 
Das entstandene Konstrukt mit der Bezeichnung pHNL-104 wurde durch 
Sequenzierung uberpruft. 

Das hnl Gen (cDNA) wurde als BamH\ Fragment aus dem Plasmid pHNL-104 
entnommen und in den mit Bgl\\ linearisierten Hefe-Expressionsvektor pMA91 
(Kingsman et al.. Methods in Enzymology, 185:329-341, 1990) kloniert. Das 
resultierende Plasmid mit der Bezeichnung pHNL-300 wurde durch 
Sequenzierung uberpruft und weiter in den S. cerevisiae Laborstamm W303 D 
(Hill et al., Yeast, 2:163-167, 1986) transformiert. Transformanten wurden auf 
Minimalmedium ohne Leucin (6.7 g/l Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids [Fa. 
Difco, U.S.A], 20 g/l Glukose, 20 ml/l Aminosaurekonzentrat ohne Leucin 
[Adenin 1.0 g/l, Methionin 1.0 g/l, Arginin 1.0 g/l, Threonin 15.0 g/l, Histidin 
1 .0 g/l. Tryptophan 1 .0 g/l. Uracil 2.0 g/l, Lysin 1 1 .5 g/l]) gezuchtet. Fur die 
Proteinproduktion wurden die Zellen in einem Schikanenerlenmeyerkolben in 100 
ml leucinfreiem Minimalmedium bei 30°C und 150 Upm bis zu einer optischen 
Dichte von OD600 - 5.0 gezuchtet und durch Zentrifugation geerntet. Die 
Zellen wurden in 5 ml Aufschlufcpuffer (wie bei Beispiel 5) aufgeschlammt und 
nach der "Glaskugelmethode" (Ausubel et al.. Current Protocols in Molecular 
Biology, Greene Publishing Associates and Wiley-lntersience, New York, 1990) 
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in einem Merckenschlager (Fa. Braun, Melsungen, BRD) aufgeschlossen. In der 
loslichen cytosolischen Fraktion konnte eine Hydroxynitrillyaseaktivitat von 4.62 
lU/mg Protein nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten Hefe-Transformanten 
mit dem leeren Plasmid pMA91, wo keine cytosolische 
Hydroxynitrillyaseaktivitat nachgewiesen werden konnte. Die so hergestellten 
walsrigen Proteinpraparationen wurden bei -20°C gelagert. Eine weitere 
Moglichkeit fur eine dauerhafte Lagerung der Proteinpraparation bestand darin, 
das Praparat nach Entfernung samtlicher niedermolekuiarer Substanzen (Dialyse 
bei 4°C gegen destilliertes Wasser) bzw. AufschluB der Hefezellen nach 
Suspension in Wasser gefrierzutrocknen (Benchtop 3L, VIRTIS Co., Inc., 
Gardiner, NY, U.S.A.). Die Aktivitat einer in Aufschlu&puffer (wie in Beispiel 5) 
resolubilisierten Enzymprobe blieb dabei nahezu zu 100% erhalten. 
Es war auch weiters leicht moglich, ausgehend von den waSrigen 
Proteinpraparationen hochgereinigtes rekombinantes Hnl Protein herzustellen. 
Nach den gleichen Verfahren wie in Beispiel 1 beschrieben, konnte auf einfache 
Weise eine Enzympraparation, die bei SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
praktisch nur mehr eine Bande bei 30 ± 1 kDa zeigt, gewonnen werden. Solche 
Praparationen von rekombianter, durch Uberexpression in S.cerevisiae 
gewonnener Hnl zeigten spezifische Aktivitat von 22 bis 28 lU/mg Protein. 



Beispiel 7 

Herstellung von Hydroxynitrillyase Praparationen durch Uberexpression des H. 
brasiliensis hnl Gens (cDNA) in Pichia pastoris 

Das hnl Gen (cDNA) wurde als £coRI Fragment aus dem Plasmid pHNL-104 in 
den mit £coRI linearisierten P. pastoris Expressionsvektor pHIL-D2 (Invitrogen 
Corp., San Diego, CA, U.S.A.) kloniert. Das Konstrukt mit der Bezeichnung 
pHNL-400 wurde durch Sequenzierung uberpruft. 

Die Transformation des Wirtstammes GS115 (His4-), Selektion der Histidin 
Prototrophen und gleichzeitig Methanol-Verwertungs Auxotrophen erfolgte nach 
den Unterlagen des "Pichia Expression Kit" Systems (Invitrogen Corp., San 
Diego, CA, U.S.A.). Unter 20 positiven Transformanten konnten zwei 
Identifiziert werden, welche die Hydroxynitrillyase in hoher Konzentration 
intrazellular produzierten. Die Anzucht der Zellen fur die Proteinproduktion 
erfolgte ebenfalls nach den Protokollen des "Pichia Expression Kit". Die durch 
Zentrifugation geernteten Zellen wurden in AufschluBpuffer (wie Beispiel 5) zu 
einer optischen Dichte von OD600 = 50.0 suspendiert und nach der 
"Glaskugelmethode" (wie bei Beispiel 6) aufgeschlossen. In der loslichen 
4 cytosolischen Fraktion konnte Hydroxynitrillyase Aktivitat von 16 U/mg Protein 

detektiert werden. Die so hergestellten Proteinpraparationen konnten in gleicher 



VISDOCID: <WO 9703204A2_1_> 



WO 97/03204 PCT/EP96/03010 

- 10 - 



Weise wie bei Beispiel 6 beschrieben ohne nennenswerte Aktivitatsverluste 
gelagert werden. 

Nach den gleichen Verfahren wie in Beispiel 1 beschrieben, kann auf einfache 
Weise eine hochgereinigte Enzympraparation gewonnen werden, die bei SDS- 
Polyacrylamid Geleiektrophorese praktisch nur mehr eine Bande bei 30 ± 1 kDa 
zeigte. Solche Praparationen von rekombianter, durch Uberexpression in 
P.pastor/s gewonnener Hnl zeigten spezifische Aktivitat im Bereich von 41 bis 
46 lU/mg Protein. 



Beispiel 8 



Vergleich der rekombinanten Hnl-Produkte 

Gereinigte Hnl-Proteinpraparationen wurden durch isoelektrische Fokussierung 
mit Gelen 3-9 (Phast System, Pharmacia, Uppsala, Schweden) oder durch native 
Polyacrylamid Geleiektrophorese (7.5 % Polyacrylamid, Tris-Glycin Puffer pH 
8.8) analysiert. Es konnte dabei festgestellt werden, daS unterschiedliche 
Banden bei den verschiedenen Praparationen zu finden waren. 
Bei isoelektrischer Fokussierung zeigte Hnl aus H.brasiliensis eine Bande bei 
einem isoelektrischen Punkt von 4.1. Bei den rekombinanten Proteinen aus 
S.cerevistae und P.pastor/s konnten zwei bis drei knapp beisammenliegende 
Banden gefunden werden, die etwas weiter in Richtung zu basischen Bereichen 
entsprechenden Positionen lokalisiert waren. Bei rekombinanter Hnl aus 
P.pastoris war ein uberwiegender Anteil bei diesen verschobenen Positionen zu 
finden. 

Bei nativer Polyacrylamid Geleiektrophorese zeigten die rekombinanten Proteine 
aus S.cerevisiae und P.pastoris eher ahnliches Verhalten. Es konnten jeweils 
zwei starke eng beisammenliegende Banden, flankiert von zwei schwachen 
Banden als spezifisch fur Hnl Protein durch Western-Blotting (mit polyklonalem 
anti-Hnl Antiserum) identifiziert werden. Bei Analyse des Proteins aus 
H.brasiliensis konnte im Gegensatz dazu eine etwas diffuse Bande identifiziert 
werden, die etwas weiter gelaufen war. 
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Beispiel 9 

Identifikation von essentiellen, an der Katalyse beteiiigten Aminosauren der 
Hydroxy nitrillyase 

Recherchen in Proteindatenbanken (Swissprot, PIR, Genpept) unter Verwendung 
des Suchmoduls BLAST (Altschul et ai., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990) 
sowie die Erstellung von "multiplen Alignments" und deren statistische Analyse 
unter Verwendung von Programmodulen des GCG-Software Paketes (Program 
Manual for the Wisconsin Package, Version 8, September 1994, Genetics 
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 ) 
fuhrten zu folgender Interpretation: Hydroxynitriliyase aus Hevea brasiliensis 
durfte einer grofcen Gruppe struktureil verwandter Proteine des "a/0 Hydrolase 
fold" Typs (OIlis et al., Protein Engineering, Vol. 5, 197-211, 1992) angehoren. 
Neben einer charakteristischen Tertiarfaltung besitzen diese Proteine eine 
sogenannte katalytische Triade mit Asp od. Ser od. Cys als nukleophilen Teil der 
Triade sowie Asp/Glu und His. Um zu beweisen, dalS diese aus 
Computervorhersagen ermittelten Aminosauren auch an der katalytischen 
Aktivitat der Hydroxynitriliyase beteiligt sind {Glu79, Ser80, Cys81, Asp207 und 
His235), wurden mutante Proteine der Hydroxynitriliyase mit jeweils der 
Aminosaure Alanin an den Positionen 79, 80, 207, 235 sowie Serin an Position 
81 hergestellt. Die Mutationen wurden auf Ebene des Plasmides pHNL-104 
(siehe Beispiel 6) unter Anwendung von Standard-PCR Methoden eingeftihrt. Fur 
die Veranderung der Aminosaure-Positionen 79, 80, und 81 wurde jeweils ein 
mutanter, antisense Endprimer, der auch die fur die Subklonierung notwendige, 
genspezifische Restriktionsschnittstelle Muni uberlappt, und ein 
vektorspezifischer Primer (T3) verwendet (Ausubel et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, Vol.1 & 2, Greene Publishing Associates and Wiley- 
Intersience, New York, 1990). Fur die Veranderung der Aminosaure-Positionen 
207 und 235 kam ein spezielles PCR-Verfahren zur Anwendung. Dabei wurden 
ein phosphorylierter mutanter Primer in sense Richtung, ein genspezifischer 
Primer, der auch die fur die Subklonierung notwendige Restriktionsschnittstelle 
Ce/ll uberlappt und ein weiterer vektorspezifischer Primer (T7) verwendet 
(Michael S.F., BioTechniques 16, 410-412, 1994). Die Aufreinigung der PGR 
Produkte und Subklonierung erfolgte nach Standardmethoden. Die 
resultierenden mutanten hnl Gene (cDNA) in den Plasmiden pHNL-105 - pHNL- 
109 wurden in das Expressionplasmid pMA91 kloniert (pHNL-302 - pHNL-306) 
und die mutanten Proteine in Saccharomyces cerevisiae, wie unter Beispiel 6 
beschrieben, produziert. In der loslichen cytosolischen Fraktion wurde die 
Hydroxynitriliyase Aktivitat bestimmt mit dem Ergebnis, date jede der 5 
durchgefuhrten Mutationen zur vollstandigen Inaktivierung der Enzymakivitat 
fuhrte. Eine Beteiligung dieser Aminosauren an der direkten enzymatischen 
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Katalyse kann daraus abgeleitet werden. Der globale Erhalt der Proteinstruktur 
bei den mutanten Proteinen im Vergleich zum nichtmutierten Protein durch 
nahezu gleiches Laufverhalten bei isoelektrisches Fokussierung oder nativer 
Polyacrylamid Gelelektrophorese verifiziert (Ausubel et al. t Current Protocols in 
Molecular Biology, Vol.1 & 2, Greene Publishing Associates and Wiley- 
Intersience, New York, 1990). 
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Anspruche 



1. (S)-Hydroxynitrillyase in gereinigter und isolierter Form. 

2. (S)-Hydroxynitrillyase gemaS Anspruch 1, welche die von der folgenden 
DNA-Sequenz SEQ ID NO 1 abgeleitete Aminosauresequenz SEQ ID NO 2 
aufweist Oder mit dieser zumindestens 80 % identisch ist. 

3. DNA-Sequenz gemaS Anspruch 2, die fur (S)-Hydroxynitrillyase kodiert 
Oder mit dieser Sequenz im fur Hydroxynitrillyase kodierenden Bereich zu 
uber 85 % identisch ist. 

4. DNA-Sequenz gemaB Anspruch 3, welche die fur (S)-Hydroxynitrillyase- 
Aktivitat notwendigen Sequenzen umfa&t. 

5. Vektor, der eine DNA-Sequenz gemafc einem der Anspruche 3 oder 4 
enthalt. 

6. Wirtszelien enthaltend eine DNA-Sequenz gemafi einem der Anspruche 3 
oder 4, die mittels eines Vektors eingebracht wurde. 

7. Wirtszelien gemaS Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft sie Zeilen 
von Mikroorganismen sind. 

8. Wirtszelien gemaS Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daS sie 
Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris entstammen. 

9. Rekombinantes Protein, herstellbar durch heterologe Expression einer DNA 
Sequenz gemalS einem der Anspruche 3 oder 4 in einer Wirtszelle gemaS 
einem der Anspruche 6 bis 8. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit (S)-Hydroxynitrillyase- 
Aktivltat, dadurch gekennzeichnet, daS Wirtszelien nach einem der 
Anspruche 6 bis 8 kultiviert werden und das gebildete Protein isoliert wird. 

11. Verwendung eines rekombinanten Proteins gemaS Anspruch 9 zur 
Herstellung von (S)-Cyanhydrinen. 
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